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1 Einleitung 
1.1 Altersbedingte Makuladegeneration – Epidemiologie, Risikofaktoren, 
Pathogenese 
Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine progrediente Erkrankung der 
Netzhaut, die im Endstadium zum Visusverlust und zur Erblindung führen kann. Die 
Augenerkrankung tritt bei älteren Menschen jenseits der fünften Lebensdekade ein. (1) In den 
westlichen Industrienationen (Europa, USA) ist die AMD die am häufigsten vorkommende 
irreversible Erblindungsursache. (2) Schätzungen zufolge sind ca. 50 Millionen Menschen 
weltweit an einer AMD erkrankt; diese Zahl wird sich voraussichtlich in den nächsten 20 
Jahren verdoppeln. (3, 4) Die Anzahl der Erkrankten in Deutschland wird auf 4,5 Millionen 
Menschen geschätzt. (5) Mit zunehmendem Alter erhöht sich nicht nur die 
Wahrscheinlichkeit an einer AMD zu erkranken, sondern auch die Progressionstendenz der 
Erkrankung steigt deutlich an. (6) Die Prävalenz des Spätstadiums der AMD wurde bei über 
60-Jährigen auf 0,33 %, bei über 70-Jährigen auf 1,38 % und bei über 80-Jährigen auf über 
5,60 % beziffert. (7) Der wichtigste Risikofaktor für eine AMD ist das Alter. (8) Weitere 
Risikofaktoren sind Rauchen, genetische Polymorphismen und Umweltfaktoren. (9, 10, 11) 
Menschen kaukasischer Abstammung sind häufiger betroffen als Schwarze. (12) Der 
komplexe Pathomechanismus der AMD ist bisher noch nicht vollständig entschlüsselt. 
Vermutlich spielen genetische Faktoren und Umweltfaktoren eine Rolle. (13) Die Diagnose 
der AMD erfolgt primär über die Detektion von anatomischen Veränderungen an der Makula. 
(14) Die Makula enthält die größte Dichte an Sehzellen und bildet den Ort des schärfsten 
Sehens (Fovea). Daher können Läsionen in der Makula extrem visuslimitierend sein. (15) Die 
Erkrankung entsteht nicht im neuronalen Gewebe der Retina, sondern in den darunter 
liegenden Strukturen. Dazu gehören das retinale Pigmentepithel (RPE), die Bruch´sche 
Membran und die Aderhaut. (16) Charakteristisch für die frühe Form der AMD sind Drusen 
oder Veränderungen des RPE ohne weitere visusbeeinträchtigende okuläre Erkrankungen. 
Von Bedeutung sind Zellschäden, die durch oxidativen Stress entstehen und deren Ätiologie 
nicht genau bekannt ist. Die Prozesse, die bei einer Dysfunktion des RPE im Rahmen der 
AMD auftreten, sind auch im normalen alternden Auge zu beobachten. Daher steht die 
Erkrankung im engen Zusammenhang mit dem Alterungsprozess. (17) 
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1.2 Stadieneinteilung und Formen der AMD 
Bei der AMD unterscheidet man ein Früh- und Spätstadium, wobei Letzteres weiter in eine 
“trockene“ atrophische und eine „feuchte“ exsudative Form unterteilt wird. Die frühe Form 
der AMD ist durch Drusenbildung und Pigmentveränderungen (im Sinne von Hyper- und 
Depigmentierungen) charakterisiert. Die Patienten sind in der Regel asymptomatisch. (18) Bei 
der späten trockenen Form der AMD kommt es zu einer geographischen Atrophie des RPE, 
bei der die Pigmentepithelzellen langsam absterben. Weitere Charakteristika sind die 
Atrophie der Choriocapillaris und das Auftreten von sogenannten weichen Drusen. Bei den 
Drusen handelt es sich um amorphe extrazelluläre Ablagerungen zwischen dem RPE und der 
Bruch´schen Membran, die aufgrund von Störungen und Überlastungen des Stoffwechsels der 
RPE-Zellen entstehen. (19) Im Vergleich zur feuchten Form der AMD ist das Fortschreiten 
der Photorezeptordegeneration bei der geographischen Atrophie meist langsamer. Patienten 
können blinde Punkte im Visusfeld haben. Im fortgeschrittenen Stadium der trockenen AMD 
kann es aber auch zu einem kompletten Zentralvisusverlust kommen. Für die trockene Form 
der AMD existiert derzeit keine Therapie. (20, 21) Von der feuchten Form der AMD sind ca. 
10–15 % der AMD-Patienten betroffen. Charakteristisch für diese Form ist die choroideale 
Neovaskularisation (CNV). Die pathologischen Blutgefäße an der Choroidea liegen unterhalb 
der Makula. Aus den neugebildeten Blutgefäßen tritt Flüssigkeit in die Retina über. Die 
Folgen sind Distorsionen, eine Abhebung des RPE und eine Beschädigung von 
Photorezeptoren. Häufig kommt es daher zu einem plötzlich auftretenden Visusverlust. (21, 
22) Die feuchte Form der AMD kann auch gemeinsam mit einer geographischen Atrophie 
(trockene Form) am selben Auge auftreten. (23)  
1.3 Angiogenese 
Bereits 1971 erkannte Judah Folkmann, dass Tumorzellen in der Lage sind, die Angiogenese 
zu stimulieren. Damit stellt die Inhibierung der Angiogenese eine vielversprechende 
Therapieoption verschiedener Tumoren dar. (24)  
Während der Embryogenese entstehen Blutgefäße durch zwei Mechanismen: Bei der 
Vasculogenese werden Endothelzellen aus Vorgängerzellen (Angioblasten) gebildet. Im 
Rahmen der Angiogenese sprossen neue Kapillaren aus bereits bestehenden Blutgefäßen aus. 
Bei Erwachsenen entstehen neue Blutgefäße dagegen nur über die Angiogenese. (25) Die das 
Lumen der Blutgefäße auskleidenden Endothelzellen sind für die Formation der Gefäße, für 
die Aufrechterhaltung des Blutkreislaufes sowie für eine suffiziente Gewebeperfusion 
verantwortlich. (26) Die Angiogenese wird durch anti-angiogene und pro-angiogene 
 10 
Faktoren, die auf die Endothelzellen einwirken, gesteuert. Zurzeit sind mehr als 20 
Stimulatoren und 20 Inhibitoren identifiziert worden. Zu den angioregulatorischen Molekülen 
gehören Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Angiopoietine und die Ephrine. Da 
diese Mediatoren vorzugsweise auf das Gefäßsystem wirken, gelten sie als 
Schlüsselregulatoren der angiogenen Kaskade. (25) Zu den angiogene Faktoren, die die 
Gefäßproliferation fördern, gehören neben VEGF Platelet Derived Growth Factor (PDGF), 
Transforming Growth Factor-β1, Fibroblast Growth Factor (FGF), Angiogenin und 
Placental Growth Factor (PlGF). Bekannte Inhibitoren der Gefäßproliferation sind 
Endostatin, Thrombospondin oder der Pigment Epithelium Derived Factor-1 (PEDF-1). (27) 
Die am besten charakterisierte Familie angiogener Wachstumsfaktoren sind die VEGF. (26) 
VEGF sind in Endothelzellen für die Chemotaxis, Differenzierung, Proliferation, 
Vasculogenese und angiogene Umformung verantwortlich. (28) VEGF sind auch für die 
retinale Vasculogenese essentiell. (29)  
1.4 Choroideale Neovaskularisation 
Die CNV ist der wichtigste Pathogenesefaktor für die Erblindung im Rahmen einer feuchten 
AMD. (30) Die CNV umfasst die pathologische Neubildung von Blutgefäßen und deren 
Ausbreitung von der Choroidea in den subretinalen Raum, unter das RPE oder in die Retina. 
(21) In der vorliegenden Arbeit stehen die Therapeutika zur Behandlung der CNV im Rahmen 
einer feuchten exsudativen AMD im Vordergrund. Um den Entstehungsmechanismus der 
CNV und die möglichen therapeutischen Interventionen zu verstehen, ist ein kurzer Einblick 
in die Physiologie der Choroidea sowie des RPE unumgänglich. 
Die Choroidea des Erwachsenen kann in fünf Schichten (Bruch´sche Membran, 
Choriocapillaris, Sattler’s Schicht, Haller’s Schicht, Suprachoroidea) unterteilt werden. Die 
physiologische Rolle der unter der Bruch´schen Membran liegenden Choriokapillaren ist die 
Sauerstoff- und Nährstoffversorgung der Photorezeptoren. Diese Zellen haben den höchsten 
Sauerstoffbedarf im menschlichen Körper. Die Blut-Retina-Schranke der äußeren Retina wird 
von den RPE-Zellen gebildet. Die auf der Seite der Bruch´schen Membran liegenden 
Fenestrationen sind hoch permeabel für Nährstoffe. (31) 
Das RPE ist für den Erhalt der Choriocapillaris und der Kapillarfenestration essentiell. (31) 
RPE-Zellen schütten Faktoren (Proteine) aus, die die Choriocapillaris versorgen. Der 
wichtigste pro-angiogene Faktor der RPE-Zellen ist das VEGF. Kommt es zu einer 
Stresssituation im RPE, schütten die RPE-Zellen vermehrt VEGF aus. (32)  
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Besonders in hypoxischen Situationen setzen RPE-Zellen vermehrt angiogene 
Wachstumsfaktoren wie VEGF frei. (33, 34) Außerdem wird bei AMD-Patienten eine 
verminderte Expression des anti-angiogenen Faktors Pigment Epithelium Derived Factor 
(PEDF) beobachtet. Dadurch überwiegen die pro-angiogenen Faktoren und fördern die 
pathologische Angiogenese in der Choroidea. (35) Die Kapillaren der Aderhaut wachsen nicht 
nur durch die Bruch´sche Membran in den subretinalen Raum unter das RPE ein, sondern 
können auch zwischen dem RPE und den Photorezeptoren wachsen. Das kann zu 
Makulaödemen, Lipidablagerungen, einer verminderten physiologischen 
Aderhautdurchblutung, Blutungen und einer Abhebung des RPE führen. (36) Im Endstadium 
der feuchten AMD führt eine unbehandelte CNV durch einen fibrotischen Umbau zur 
Exsudatansammlung unterhalb der Makula und zur Bildung einer disziformen Narbe. Diese 
Narbe macht sich klinisch als Zentralskotom mit Visusverlust bemerkbar. 
1.5 VEGF  
1989 isolierten Ferrara et al. aus der Rinderhypophyse ein potentes Endothelzellmitogen. (37) 
Aufgrund der Endothelzell-spezifischen Wirkung dieses Proteins bezeichneten sie es als 
VEGF, welches mittlerweile als VEGF-A bezeichnet wird. (38) Zuvor war dasselbe Protein 
1983 von Senger et al. als Tumor Vascular Permeability Factor beschrieben worden. (39) 
VEGF-A ist ein Glykoprotein mit einer molekularen Masse von 45 Kilodalton (kDa). (37) Es 
besteht aus zwei Untereinheiten von je 23 kDa. (40) Zu der VEGF-Familie gehören außer 
VEGF-A noch VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und der PlGF. Das am besten untersuchte 
Mitglied dieser Familie ist der VEGF-A. Als Hauptinduktor der Angiogenese ist VEGF-A der 
Angriffspunkt der meisten anti-VEGF-Behandlungen. Auch die vorliegende Arbeit 
beschäftigt sich hauptsächlich mit VEGF-A, das im Weiteren, wie in der Literatur üblich, als 
VEGF bezeichnet wird. Das VEGF-Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert und besteht aus acht 
Exons und sieben Introns. (41) Im menschlichen Körper konnten bisher neun Isoformen von 
VEGF identifiziert werden, die durch alternatives Spleißen entstehen. Ihre Bezeichnung 
spiegelt die Anzahl der Aminosäuren in den VEGF-Proteinen wider (VEGF-121, 145, 148, 
162, 165, 165 b, 183, 189). (42) Die VEGF-Isoformen weisen unterschiedliche Eigenschaften 
auf. Beispielsweise handelt es sich bei VEGF-121 um ein frei diffundierendes Protein ohne 
Heparin-bindende Domäne. VEGF-189 und VEGF-206 sind dagegen stark basisch, binden 
mit hoher Affinität an Heparin und haften fast ausschließlich an der extrazellulären Matrix. 
VEGF-165 zeigt teilweise die Eigenschaften der anderen Isoformen, bindet an Heparin und 
besitzt eine gute Bioverfügbarkeit. (43) 
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1993 entdeckten Adamis et al., dass RPE-Zellkulturen und RPE-Zellen aus unmittelbar post 
mortem entnommenen Augen den VEGF freisetzten. (44) Laut Kim et al. ist VEGF auch in 
gesunden RPE-Zellen und Choriokapillaren von Ratten und Affen nachzuweisen. (45) Das im 
Auge von RPE-Zellen freigesetzte VEGF besitzt eine neuroprotektive Wirkung in der Retina 
und im RPE. (46, 47) VEGF bindet selektiv an auf der Oberfläche von Gefäßendothelzellen 
lokalisierten Rezeptoren. Er beeinflusst die Proliferation, Migration und das Überleben der 
Endothelzellen. (48) Auch unter oxidativem Stress schütten RPE-Zellen vermehrt VEGF aus. 
(49) Nach der aktuellen Studienlage spielt VEGF in der Pathogenese der CNV die wichtigste 
Rolle. (50) Dabei gilt die Hypoxie als der bedeutendste auslösende Reiz für eine erhöhte 
VEGF-Ausschüttung durch RPE-Zellen. Bei der Regulation der VEGF-Expression durch 
Hypoxie spielt der Transkriptionsfaktor hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) eine wichtige 
Rolle. (51) Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass Lipidperoxidationen oder 
Lipofuscinakkumulationen in RPE-Zellen lysosomale Dysfunktionen verursachen und 
inflammatorische Faktoren aktivieren, die die VEGF-Ausschüttung steigern. (32) 
1.6 VEGF-Rezeptoren 
Die Isoformen der VEGF-Familie binden mit unterschiedlichen Affinitäten an drei VEGF-
Rezeptoren (VEGFR-1, -2, -3), die zur Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren gehören. 
Während sich VEGFR-1 und VEGFR-2 vor allem auf der Oberfläche von Endothelzellen 
befinden, sind VEGFR-3 in Lymphgefäßen lokalisiert. (52) VEGFR-1 und VEGFR-2 
dimerisieren nach Bindung des Liganden. Im Anschluss kommt es durch die intrazellulären 
Tyrosinkinase-Domänen zur Autophosphorylierung der VEGFR, wodurch die intrazelluläre 
Signaltransduktionskaskade eingeleitet wird. (53) VEGFR-1 hat eine höhere 
Bindungsaffinität zu VEGF, aber die resultierende Signalaktivierung ist schwächer. (54) In 
seiner löslichen Form agiert der VEGFR-1 als „Köderrezeptor“ für den Liganden, wodurch er 
die physiologischen Funktionen von VEGF hemmt. (55) Der VEGFR-2 gilt als Hauptrezeptor 
für VEGF in der Retina. Zusätzlich agieren Neuropiline als VEGF-Ko-Rezeptoren. (56) 
Alleine können VEGF-Ko-Rezeptoren kein intrazelluläres VEGF-Signal in RPE-Zellen 
auslösen, sie brauchen dazu VEGFR-1 oder VEGFR-2. (57) VEGFR-1 findet sich unter 
anderem in den inneren Segmenten der Photorezeptoren sowie in der inneren 
Choriokapillaris. Dagegen wird VEGFR-2 vom RPE, dem Endothelium der Choriokapillaren, 
in den Müllerzellen sowie in den Photorezeptoren exprimiert. (31)   
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1.7 Medikamentöse Therapie der exsudativen Form der AMD 
In der Vergangenheit wurden verschiedene Therapieoptionen für die feuchten Form der AMD 
entwickelt. Einige dieser Therapieoptionen werden heute noch angewendet, kommen 
allerdings nur noch wenig zum Einsatz. Hierunter zählt die Laserkoagulation, bei der die 
angiographisch darstellbaren Anteile der CNV mittels Photokoagulation zerstört werden. (58, 
59) Eine weitere Therapieoption ist die intravitreale Injektion des Glukokortikoids 
Triamcinolon. (60) Auch Kombinationsbehandlungen aus Triamcinolon und einer 
photodynamischen Therapie mit Verteporfin kommen zum Einsatz. (61)  
Aktuell gilt die VEGF-Inhibition als Hauptansatz für eine CNV-Therapie im Rahmen der 
AMD. Es wurde gezeigt, dass VEGF-Ausschüttung bei AMD-Patienten mit CNV erhöht ist. 
(50) Die erhöhte VEGF-Expression bei Patienten mit einer neovaskulären Form der AMD 
wird pharmakologisch neutralisiert, um dem Fortschritt der Erkrankung entgegenzuwirken. 
(62) Das Grundprinzip dabei ist die spezifische Ausschaltung von Schlüsselmolekülen der 
angiogenen Kaskade. In den vergangenen beiden Dekaden wurden vier Präparate entwickelt, 
die VEGF spezifisch inhibieren. Die vorliegende Arbeit vergleicht drei dieser Präparate 
(Bevacizumab, Ranibizumab, Aflibercept) hinsichtlich ihrer Effizienz und Effekte.   
Im Jahre 2004 wurde als erster VEGF-Inhibitor Pegaptanib (Macugen
®
, Eyetech, New York, 
USA) in den USA zugelassen. Hierbei handelt es sich um ein Aptamer, das  selektiv an die 
Heparin-bindende Domäne der VEGF-165-Isoform bindet und dessen Wechselwirkung mit 
dem VEGF-R bzw. seinen Ko-Rezeptoren verhindert. (62) Heute spielt Pegaptanib aufgrund 
der Entwicklung effizienterer VEGF-Inhibitoren in der Behandlung der CNV eine 
untergeordnete Rolle. Daher wird in der vorliegenden Arbeit nicht näher auf Pegaptanib 
eingegangen. 
1.7.1 Bevacizumab 
Bevacizumab (Avastin
®
, Genentech, South San Francisco, USA) ist ein monoklonaler 
Antikörper (149 kDa, IgG1), der in Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) 
hergestellt wird. (63) Ausgangspunkt der Entwicklung von Bevacizumab war ein muriner 
Anti-VEGF-Antikörper (A.4.6.1). (64) Im weiteren Verlauf wurde dieser Antikörper 
humanisiert (65). Der daraus entstehende Antikörper mit 93 % menschlichen und 7% murinen 
Sequenzen wurde zunächst als rhu MAB (recombinant Monoclonal Antibody) VEGF 
bezeichnet. (65) Im Gegensatz zu Ranibizumab handelt es sich bei Bevacizumab um einen 
kompletten Antikörper mit einem Fc-Fragment, der über eine multimerische Bindung an 
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VEGF-Isoformen die VEGF-VEGFR-Interaktion blockiert und somit die Angiogenese 
hemmt. Die Halbwertszeit von Bevacizumab beträgt bei systemischer Gabe 17 bis 21 Tage, 
(66) und intravitreal fünf bis acht Tage. (67) Die im Vergleich zu Ranibizumab lange 
systemische Serum Halbwertzeit ist wahrscheinlich auf den Fc-Anteil zurückzuführen. IgGs 
werden in der Blutzirkulation durch ihre Fc-Anteile geschützt. (67) Die Affinität von 
Bevacizumab zu VEGF-A beträgt Kd≈1,0 pmol/l. Bevacizumab bindet an alle Isoformen von 
VEGF-A, kann aber z.B. VEGF-B oder PlGF nicht neutralisieren. (66) Das anti-angiogen 
wirkende Präparat wurde 2004 von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA für 
die Behandlung des Kolorektalen Karzinoms zugelassen. (66) Bevacizumab wird aktuell in 
der Tumortherapie beispielsweise bei Cervixkarzinomen, (68) Kolorektalen Karzinomen (69) 
sowie Hirnmetastasen (70) eingesetzt. Für die Behandlung der feuchten Form der AMD wird 
es ohne Zulassung als “Off-Label”-Produkt intravitreal verwendet. (71) Obwohl 
Bevacizumab wegen der fehlenden klinischen Phase-3-Zulassungsstudien offiziell nicht 
zugelassen war, wurde es als Off-Label Präparat in den USA 2008 häufiger als Ranibizumab 
verwendet. (72) Dies ist unter anderem auf den enormen Preisunterschied der beiden 
Präparate zurückzuführen (Lucentis 2000 Dollar versus Avastin 50 Dollar). (71) In der 
CATT-(Comparison of Age-related macular Degeneration Treatments Trials)-Studie zeigten 
Bevacizumab und Ranibizumab bei Patienten mit CNV im Rahmen einer AMD ähnliche 
Effizienzprofile. (73) 
1.7.2 Ranibizumab  
Ranibizumab (Lucentis
®
, Genentech Inc., San Francisco, CA, USA) ist ein synthetisches 
Fab-Antikörperfragment, das aus einem murinen VEGF-A-Antikörper entwickelt wurde. 
Ranibizumab wird in gentechnisch veränderten Escherichia coli Bakterien produziert. (74) 
Das rekombinante Protein besteht aus zwei Domänen: einem nicht-bindenden Teil aus 
humanen Sequenzen und einem murinen Epitop mit starker Bindungsaffinität zum Antigen. 
(75, 76) Die geringe molekulare Masse von 48 kDa (74) erlaubt eine bessere Penetration 
durch die innere Membran der Retina. (77) Ranibizumab ist ein pan-VEGF-A-Inhibitor, der 
an alle VEGF-A-Isoformen, nicht aber an weitere VEGF-Familienmitglieder, bindet. 
Intravitreal appliziertes Ranibizumab weist im humanen Auge eine Halbwertszeit von sieben 
bis neun Tagen auf. In Kaninchen und Affen beträgt der Wert dagegen drei Tage. (67, 77, 78, 
79) Da Ranibizumab kein Fc-Fragment enthält wird es rasch aus der Blutzirkulation geklärt, 
so dass die Serum Halbwertszeit zwei Stunden beträgt.  
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In der MARINA-(Minimally Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody Ranibizumab in 
the Treatment of the Neovascular AMD) und ANCHOR-(Anti-VEGF Antibody for the 
Treatment of Predominantly Classic Choroidal Neovascularization in AMD)-Studie (beides 
doppelblinde, kontrollierte und multizentrische Phase-3-Studien) kam es bei Patienten mit der 
feuchten Form der AMD nach der intravitrealen Injektion von Ranibizumab zu einer 
Regredienz des Sehverlustes und einer Verbesserung der Sehschärfe. (80, 81) Die guten 
Studienergebnisse (MARINA-Studie) führten dazu, dass 2006 Ranibizumab offiziell für die 
Behandlung der CNV zugelassen wurde. (75)  
1.7.3 Aflibercept 
Die Entwicklung von Aflibercept ist auf die Arbeiten von Holash et al. zurückzuführen, die 
einen kombinierten VEGFR-1 und VEGFR-2 entwickeln wollten. Sie stellten zunächst einen 
löslichen Rezeptor aus den ersten drei Ig-Domänen des VEGFR-1 und der konstanten Fc-
Region eines humanen IgG1 her. Das Protein zeichnete sich durch eine hohe Affinität für 
VEGF aus, zeigte aber ungünstige pharmakokinetische Eigenschaften, die bei der 
weiterentwickelten Form VEGF r1r2 verbessert wurden. (82) 
Das rekombinante Fusionsprotein Aflibercept besteht aus der zweiten Ig-bindenden Domäne 
des VEGFR-1 und der dritten Ig-bindenden Domäne des VEGFR-2, die mit der humanen 
IgG-Fc-Region fusioniert wurden. (83) Im Gegensatz zu Bevacizumab und Ranibizumab 
bindet Aflibercept nicht nur alle VEGF-A-Isoformen, sondern auch VEGF-B und PlGF. 
Anders als Bevacizumab, das eine multimerische Bindung mit VEGF eingeht, bildet 
Aflibercept einen 1:1 Komplex mit VEGF. (84) Weiter ist die VEGF-Bindungsaffinität von 
Aflibercept deutlich größer als bei Ranibizumab und Bevacizumab. Seine 
Dissoziationskonstante [K] für VEGF beträgt 0,49 pmol/l und liegt somit niedriger als die von 
Ranibizumab und Bevacizumab. Die Affinität von Aflibercept für VEGF-A ist um den Faktor 
90 bzw. 120 größer als die von Ranibizumab bzw. Bevacizumab. (83) Die Daten zur Effizienz 
von Aflibercept im Vergleich zu den beiden anderen VEGF-Inhibitoren sind jedoch 
widersprüchlich. Yu et al. beschrieben für Ranibizumab und Aflibercept ähnliche VEGF-A-
Bindungsaffinitäten, die im Vergleich zu Bevacizumab um den Faktor 11 bis 35 höher lagen. 
(85) Daher kann Aflibercept auch in geringeren Konzentrationen VEGF länger blockieren. 
Bei gleicher Dosis sind längere Injektionsabstände bei der Behandlung der Patienten möglich. 
(87) Im November 2011 wurde das Präparat von der FDA in den USA offiziell zugelassen. 
Die intravitreale Halbwertszeit von Aflibercept beträgt ca. 4,8 Tage. (86)  
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Zu den ersten klinischen Studien zur Effizienz von Aflibercept gehört die CLEAR-(Clinical 
Evaluation of Antiangiogenesis in the Retina)-Studie, in der 19 Patienten mit intravitrealem 
Aflibercept und sechs Patienten mit Placebo behandelt wurden. Aflibercept reduzierte die 
Retinadicke um 60 %. (88) In der mit 159 erkrankten Patienten durchgeführten CLEAR-IT 2 
Studie erwiesen sich vier- und achtwöchige intravitreale Injektionsabstände (2 mg 
Aflibercept) als vergleichbar effektiv hinsichtlich der visuellen Ergebnisse. (89) Die bisher 
größte mit Aflibercept durchgeführte klinische Studie (Investigation of Efficacy and Safety in 
Wet AMD-(VIEW)-Studie) ergab, dass Aflibercept dem Ranibizumab nicht unterlegen ist. 
(90) In der Literatur und in der Klinik ist eine bessere Wirksamkeit des Aflibercept 
insbesondere gegenüber Ranibizumab umstritten und wird kontrovers diskutiert. (83, 85) 
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1.8 Fragestellung der Arbeit 
In der vergangenen Dekade wurden große Fortschritte bei der medikamentösen Behandlung 
der feuchten AMD gemacht. Eine große Bedeutung hat in diesem Kontext die Anti-VEGF-
Behandlung mit Bevacizumab, Ranibizumab und Aflibercept. Zur Effizienz dieser drei 
Medikamente gibt es aufgrund widersprüchlicher Befunde aktuell unterschiedliche 
Meinungen.  
In der vorliegenden experimentellen Arbeit sollen die drei Medikamente mit einem 
Organkultursystem unter in vitro Bedingungen aus Schweineaugen erstmals im direkten 
Vergleich zueinander getestet werden. Dabei soll evaluiert werden, wie lange verschiedene 
Konzentrationen dieser Medikamente als VEGF-Blocker wirken und welche minimalen 
Konzentrationen zur VEGF-Blockade erforderlich sind.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte, Instrumente und Verbrauchsmaterialien 
 
Geräte/Instrumente/ 
Verbrauchsmaterialien 
 Firma Herkunft 
Abzüge  
 
 
Antair BS A. Sternkopf GmbH  Lübeck, D 
Abzug 
Systemlabor 
Köttermann GmbH & 
Co. KG 
Uetze/Hänigsen, D 
Autoklav, Varioklav   Thermo scientific Dreieich, D 
Brutschrank  Labotect Göttingen, D 
Falcon-Röhrchen Centrifuge 
Tubes 
VWR New York, USA 
Fluoreszenzkamera 
AxioCam MRm  
 Carl Zeiss AG  Jena, D 
Mikroskop Axiovert 
100 
Carl Zeiss AG Hennigsdorf, D 
Mikrotiterplatten-
Dispenser  
 Biotek GmbH Jahnsdorf, D 
Mikrotiterplatten-
Photometer, ELx800  
 Biotek GmbH Jahnsdorf, D 
Perfusions- 
kammersystem  
 Minucells & 
Minutissue 
 
Bad Abbach, D  
 19 
Photometer Spectronic 
Genesys 
Thermo Electron 
Corporation 
Erlangen, D 
Pinzette Pinzette BD 
314 
Aesculap AG Tuttlingen, D 
Pipetten Research® Eppendorf AG Hamburg, D 
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann 
Laborgeräte 
Eberstadt, D 
Präparationsbesteck:  
Anatomische Pinzette, 
gerade 
Anatomische Pinzette, 
gebogen  
Enukleationsschere 
Hornhautscheren 
Castroviego  
 Bausch & Lomb GmbH  
 
Berlin, D  
Schere Schere 
545A 
Hermle Labortechnik 
GmbH 
Wehingen, D 
Skalpell Rasierklinge 
T585 
Plano GmbH Wetzlar, D 
Saugpumpen Vacusafe 
comfort 
Integra Biosciences AG Zizers, CH 
Schüttler Rocking 
platform 
VWR New York, USA 
Vortexer  Vortex-
Genie 2 
Scientific Industries New York, USA 
Waage Waage Kern & Sohn GmbH Balingen, D 
Wasserbad 1086   GFL Burgwedel, D  
 20 
Wippschüttler   VWR  Darmstadt, D  
Zellkulturschalen NunclonTM 
ΔSurface 
Nunc A/S Roskilde, DK 
Zellkultur Testplatten,  
12-Loch  
 Th. Geyer GmbH  
 
Berlin, D 
 
Zentrifugen Sorvall 
ST40 
Thermo Fisher 
Scientific 
Dreieich, D 
Centrifuge 
5414 
Eppendorf AG Hamburg, D 
Heralus 
Fresco 17  
Thermo Electron 
Corporation 
Erlangen, D 
Tabelle 1: Verwendete Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
2.1.2 Inhibitoren 
Wirkstoff 
Bezeichnung  Ausgangskonzentration  Herkunft 
Bevacizumab Avastin  25 mg/ml  Novartis, Basel, CH 
Ranibizumab Lucentis 10 mg/ml Novartis Pharma GmbH, 
Nürnberg, D 
Aflibercept  Eylea 
 
Zaltrap 
40 mg/ml 
 
25 mg/ml 
Bayer AG, Leverkusen, D 
 
Regeneron, Tarrytown, NY, 
USA 
Tabelle 2: Verwendete Inhibitoren 
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2.1.3 Chemikalien 
Chemikalien 
 Firma Herkunft 
Ethanol Ethanol 99% Büfa Chemikalien GmbH 
& Co. KG 
Hude, D 
DMSO Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH & Co. 
KG 
Karlsruhe, D 
Mercaptoethanol 2-
Mercaptoethanol 
Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH 
Steinheim, D 
Calcein 
Acetoxymethyl  
(Calcein AM) 
 
AnaSpec Inc. Fremont, USA 
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien 
 
2.1.4 Sonstige Materialien 
Sonstige 
Materialien 
Bezeichnung Firma Herkunft 
Aqua bidest Ampuwa® 
Spüllösung 
Fresenius Kabi Bad Homburg, D 
Betaisodona Betaisodona® Mundipharma GmbH  Limburg, D 
DMEM  
High 
Glucose 
Dulbecco´s 
Modified Eagle´s 
Medium- High 
Glucose  
PAA Laboratories 
GmbH 
Pasching, A 
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HEPES 2-[4-(2-
Hydroxyethyl)-1-
piperatinyl]-
ethansulfonat 
PAA Laboratories 
GmbH 
Pasching, A 
PBS Phosphat-
gepufferte 
Salzlösung 
PAA Laboratories 
GmbH 
Pasching, A 
Pe/St Penicillin/ 
Streptomycin 
PAA Laboratories 
GmbH 
Pasching, A 
Sample 
buffer 
4x SDS Sample 
Buffer 
Merck KGaA Darmstadt, D 
Sodium 
Pyruvat 
Sodium pyruvate  PAA Laboratories 
GmbH 
Pasching, A 
Human 
VEGF 
Quantikine® 
ELISA  
 R&D Systems  Minneapolis, USA 
 
Tabelle 4: Sonstige Materialien 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Organkultur 
2.2.1.1 Prinzip der Organkultur 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Organkulturmodell aus porcinen RPE-Zellen verwendet. 
Bei diesem Organkultursystem wird das gewonnene Organkulturmaterial kontinuierlich mit 
Nährmedium durchgespült. Das Organkultursystem wurde 1996 von Minuth et al. entwickelt. 
(91) Miura et al. etablierten 2010 das Perfusionssystem für RPE-Zellen. (92) Nach Zufuhr 
verschiedener Mediatoren in das fließende Organkulturmedium kann deren 
Wechselbeziehung mit den RPE-Zellen getestet werden, in dem das Medium am Ausgang der 
Perfusionskammer gesammelt und analysiert wird.  
2.2.1.2 Präparation der Choroidea/RPE-Organkulturen 
Für die Präparation der Choroidea/RPE-Organkulturen wurden Augen von frisch 
geschlachteten Schweinen maximal vier Stunden post mortem von regionalen Schlachthöfen 
geliefert. Die Kühlkette wurde vom Enukleationszeitpunkt bis zur Präparation nicht 
unterbrochen. Die  Augen wurden mittels Schere und Pinzette von überschüssigem Gewebe 
und Muskulatur befreit und anschließend in einer sterilen Betaisodona-Lösung für 5 Minuten 
inkubiert und in eine kalte NaCl-Lösung eingetaucht. 
Der anteriore Teil des Auges wurde in etwa in der Höhe des Pars plana (etwa 3–4 mm dorsal 
des Limbus) mit einer scharfen Klinge in äquatorialer Ebene aufgeschnitten. Der vordere Teil 
samt Kornea, Iris, Linse sowie Ciliarkörper wurden von dem hinteren Teil des Augapfels 
sorgfältig abgetrennt (siehe Abbildung 1). Anschließend wurde durch vorsichtiges 
Komprimieren der Glaskörper entfernt. Mit einer großen Schere wurde ein Schnitt von 
temporal (von dem am weitesten vom Sehnerv entfernten Randpunkt) und ein Schnitt von 
nasal (gegenüberliegend) zum Sehnerv durchgeführt und der restliche Augapfel in zwei 
gleichgroße Teile zerlegt. Die Retina wurde mit einer gebogenen Pinzette von der Choroidea 
abgetrennt. Danach wurde die Choroidea mit aufliegendem RPE vorsichtig von der Sklera 
abgelöst. Das aus der Sklera gelöste RPE/Choroideagewebe wurde zwischen dem weißen 
(„tension-ring“) und schwarzen Ring („base-ring“) eines Minuth-Ringpaares (Minusheet) 
eingespannt und befestigt. Anschließend wurde der Ring von dem umliegenden, 
überschüssigen Gewebe freipräpariert. 
Um möglichst reproduzierbare in vitro Bedingungen zu gewährleisten, wurden die 
Choroidearinge in eine Glasschale mit auf 37 °C aufgewärmtem Organkulturmedium 
 24 
gegeben. Dieser Vorgang wurde mehrere Male bis zur gewünschten Anzahl von Ringen 
wiederholt.  
 
 
A 
D 
G 
B 
E 
H 
C 
F 
I 
Abb. 1: Präparation der Organkultur  
A+B. Freipräparation des Augapfels – Entfernung des überschüssigen Gewebes und Durchtrennung 
des vorderen Augapfels, C. Einschnitt des Bulbus, D. Abtrennung der RPE/Choroidea von der Sklera, 
E+F. Einlegen des „tension-ring“, G. Auflage des „base-ring“ und Freipräparation, H. Platzierung im 
Organkulturmedium, I. Einlage des RPE/Choroidea-Rings in die Perfusionskammer 
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2.2.1.3 Aufbau der Apparatur/Organkultursystem von Minuth 
Das System nach Minuth gewährleistet durch den kontinuierlichen Kulturmediumsaustausch 
optimale Bedingungen für in vitro Organkulturen. (91) Die Apparatur des 
Organkultursystems nach Minuth setzt sich aus einer Eingangsflasche mit Medium, einer 
Pumpe, einer Perfusionskammer, einer Wärmeplatte und einer Ausgangsflasche zusammen. 
(siehe Abb. 2) 
 
Abb. 2: Aufbau des Organkultursystems nach Minuth.  
Das Organkulturmedium wird kontinuierlich in die Perfusionskammer mit den RPE/Choroidea-
Organkulturen gepumpt. Die VEGF-Sekretion wird aus den Überständen mittels ELISA analysiert. 
1. Flasche mit gekühltem Medium. 2. Pumpe, über die der Mediumstrom durch Silikonschläuche mit 
einer Geschwindigkeit von 2 ml/h in die Organkulturkammer weitergeleitet wird. 3. 
Perfusionskammer, die auf einer Seite mit frischem Medium versorgt wird und auf der anderen Seite 
das verbrauchte Medium abtransportiert. 4. Wärmeplatte unterhalb der Perfusionskammer, die eine 
konstante Temperatur von 37 °C in der Kammer sicherstellt. 5. Ausgangsflasche (Abfallflaschen), die 
über Schläuche mit der Perfusionskammer verbunden ist und das verbrauchte Medium für die weitere 
Analyse sammelt. 
 
Die Choroidearinge wurden nach der Präparation in die Perfusionskammer des 
Organkultursystems eingebracht (siehe Abbildung 1I). Dabei waren die Ringe stets in 
Kontakt mit dem Organkulturmedium. Die Perfusionskammer wurde auf der rechten Seite der 
Wärmeplatte positioniert und das Organkulturmedium wurde vor Erreichen der 
Perfusionskammer in den Silikonschläuchen des Zulaufs auf der Wärmeplatte aufgewärmt. 
Nach dem Einschalten der Pumpe wurde die Perfusionskammer mit dem Organkulturmedium 
befüllt. Anschließend wurden die Ringe senkrecht in die Perfusionskammer eingebracht, so 
dass der Mediumstrom von der basalen zur vitrealen Seite der Choroidea durchfließen konnte.  
Bei der Etablierung des Organkultursystems für RPE-Zellen entdeckten Miura et al., dass 
durch die Präparation traumatisiertes Choroideagewebe vermehrt VEGF sezerniert, ehe es 
sich nach zwei Tagen wieder stabilisiert. (92) Daher wurden in der vorliegenden Arbeit die 
Organkulturen erst nach 48 Stunden stimuliert. Vor Beginn des Experiments wurde das 
1 
2 
3 4 
5 
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ablaufende Medium für eine Stunde in Falcon-Röhrchen gesammelt. Anschließend wurden 
die Überstände in Eppendorf-Röhrchen überführt und bei 4 °C und 13.000 
Umdrehungen/Minute für fünf Minuten zentrifugiert. Die Überstände wurden bei -20 °C bis 
zur Analyse gelagert. 
2.2.1.4 Organkulturmedium 
Das Organkulturmedium versorgt die RPE-Zellen mit Nährstoffen und fungiert zugleich als 
pH-Puffer. Durch eine Umgebungstemperatur von 37 C° soll eine in vivo Situation simuliert 
werden. Das Organkulturmedium setzt sich zu gleichen Anteilen aus DMEM (Dulbecco´s 
modified Eagles Medium) und Ham´s F 12 Medium zusammen, das mit 
Penicillin/Streptomycin (PeSt, 1%), HEPES (25 mM), Sodium Pyruvate (110 mg/ml) und 10 
% porcinem Serum (PAA) supplementiert wurde. Die Herstellung des Mediums erfolgte unter 
sterilen Bedingungen in einer Zellkulturbank.  
2.2.1.5 Ablauf der Stimulationsversuche 
Die Perfusionskammern wurden am zweiten Tag der Organkultur mit den zu untersuchenden 
anti-VEGF-Präparaten versetzt. Dazu wurde das Organkulturmedium mit sterilen 5 ml 
Spritzen aus den Perfusionskammern entfernt, in sterile Falcon-Behälter injiziert, mit 
Medikamenten vermischt und zurück in die Perfusionskammer überführt. Bei jedem Versuch 
wurde eine Perfusionskammer als Kontrollkammer bestimmt. In diese Perfusionskammer 
wurde kein Medikament gegeben, sie diente der Kontrolle der basalen VEGF-Ausschüttung. 
Vor der Zugabe der anti-VEGF-Präparate wurde das Ausgangsmedium für eine Stunde 
gesammelt, um eine adäquate VEGF-Ausschüttung sicherzustellen und den Ausgangswert zu 
bestimmen.  
2.2.1.6 Stimulation mit Bevacizumab, Ranibizumab und Aflibercept 
Mit dem Organkulturmodell wurden die Effekte der drei VEGF-Inhibitoren Bevacizumab, 
Ranibizumab und Aflibercept analysiert. Zunächst wurden Konzentrations-Wirkungskurven 
für die der VEGF-Ausschüttung bestimmt. Die verwendeten Konzentrationen betrugen 62,5 
μg /ml, 31,25 μg /ml, 15,6 μg /ml, 7,8 μg /ml, 3,9 μg /ml, 1,95 μg /ml, 0,97 μg /ml, 0,488 μg 
/ml, 0,244 μg  /ml, 0,122 μg  /ml, 0,061 μg  /ml, 0,03 μg  /ml, 0,015 μg  /ml, 0,0076  μg  /ml, 
0,0038 μg /ml, 0,0019 μg /ml. Die Perfusionskammer wurden jeweils mit den oben genannten 
Konzentrationen der Inhibitoren befüllt. Die Überstände wurden nach 0 Stunden und 6 
Stunden gesammelt. Zur Ermittlung der Dauer der VEGF-Inhibition wurden die Ansätze bis 
zu einer Woche nach der ersten Stimulation kultiviert. Zu definierten Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 
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12, 14, 16, 18, 24 h, 2-7 Tage) wurden die Überstände gesammelt. Bei den Experimenten 
wurde eine einheitliche klinisch relevante Konzentration eingesetzt (125 μg /ml). Für 
Aflibercept wurde zusätzlich 500 μg/ml getestet. 
2.2.2 ELISA 
2.2.2.1 Prinzip des (Sandwich) ELISA 
Die VEGF-Konzentrationen in den Überständen der Organkulturversuche wurden mithilfe der 
Enzyme linked Immunoassay-Technik (ELISA-Technik) bestimmt. Das verwendete Human 
VEGF Quantikine ELISA Kit der Firma R&D Systems beruht auf dem Prinzip des Sandwich 
ELISAs. Dabei werden zwei Antikörper, die an verschiedene Epitope des Antigens binden, 
verwendet. Die 96-Loch-Mikrotiterplatten sind mit einem monoklonalen VEGF-Antikörper 
beschichtet. Die Überstände werden in die Wells pipettiert und zwei Stunden inkubiert. In 
dieser Zeit kann das in den Proben enthaltene VEGF-Antigen an die VEGF-Antikörper 
binden. Anschließend wird die Platte gewaschen, um die ungebundenen Bestandteile der 
Probe zu entfernen. Zu dem Antikörper-Antigen-Komplex wird ein zweiter VEGF-Antikörper 
dazugegeben, an den ein Enzym gekoppelt ist. Die Platten mit dem Antikörper-Antigen-
Antikörper-Komplex (Sandwich-ELISA) werden erneut gewaschen. Nach dem zweiten 
Waschen wird ein Farbstoff zugesetzt, der von dem an dem Antikörper gekoppelten Enzym 
zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt wird. Die entstehende Farbe ist proportional zu der 
Menge an gebundenem VEGF-Antigen. Die Farbreaktion wird nach 20 Minuten gestoppt. 
Anschließend wird die Intensität der Farbreaktion photometrisch bei einer Wellenlänge von 
450 nm gemessen. Um die Konzentration des VEGF-Antigens zu quantifizieren, wird eine 
Standardreihe mit bekannten Antigenkonzentrationen mitgeführt.  
2.2.2.2 Durchführung des ELISA 
Zunächst wurden die bei -20 C° gelagerten Überstände der Organkulturproben in einem 
Wasserbad bei 37 C° aufgetaut. Zusätzlich wurden alle Reagenzien des Human VEGF 
Quantikine Elisa Kits auf Raumtemperatur gebracht. Im ersten Schritt wurde der VEGF-
Standard in RD5K-Lösung aufgelöst und für 15 Minuten geschüttelt. In der Zwischenzeit 
wurde die VEGF Standardreihe vorbereitet und zu diesen wurde jeweils 500 μl  RD5K 
beigemengt. Durch die Zugabe des VEGF-Standards wurde eine Verdünnungsreihe erstellt  
(0, 62,5, 125, 250, 500, 1000 pg/ml). Die Löcher der Mikroplatte wurden jeweils mit 50 μl 
RD1W befüllt. Zu Kontrolle (0) wurde RD5K verwendet. In die übrigen Löcher der 
Standardreihe wurden jeweils 200 μl der Verdünnungsreihe pipettiert. Schließlich wurden die 
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Probenlöcher mit den aufgetauten Überständen versetzt. Alle Proben, die Standardreihe und 
der Leerwert wurden doppelt aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden 
wurden die Mikrotiterplatten mit einem Mikrotiterplatten-Dispenser gewaschen. Danach 
erfolgte die Zugabe des zweiten VEGF-Antikörper-Enzym-Konjugats (je Loch 200 μl). Nach 
einer weiteren zweistündigen Inkubation wurden die Platten erneut gewaschen. Für die 
Färberaktion wurden die Farbreagenzien Color Reagent A und B in einem Verhältnis von 1:1 
vermischt und anschließend in die Löcher pipettiert (je 200 μl). Für die Farbreaktion wurden 
die Platten lichtgeschützt für 20 Minuten inkubiert, anschließend wurde in jedes Loch 50 μl 
Stopplösung gegeben. Zum Schluss erfolgte die photometrische Messung der Farbintensität 
mittels Mikrotiterphotometer und die Auswertung mit dem Software-Programm Gen5 der 
Firma Biotek. 
 
2.2.3 Calcein-Test zur Bestimmung der Zellviabilität 
2.2.3.1 Calcein-AM 
Bei dem Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) handelt es sich um einen 
Fluoreszenzfarbstoff mit einem Absorptionsmaximum von 497 nm und einem 
Emissionsmaximun von 517 nm. In der Zellbiologie wird Calcein-AM zum Nachweis der 
Zellviabilität verwendet. Calcein-AM kann die Zellmembran passieren und in die Zelle 
eindringen. Dort wird der Acetoxymethyl-Gruppe enzymatisch durch Esterasen abgespalten. 
Das entstehende Calcein bindet intrazellulär an Calciumionen, wodurch eine starke grüne 
Fluoreszenz entsteht. Da abgestorbene Zellen keine Esterasen bilden und somit kein Calcium 
bindendes Calcein erzeugen, werden nur lebende Zellen markiert. (92, 93)  
2.2.3.2 Durchführung des Calcein-Tests 
Zur Vorbereitung des Calcein-AM wurde Calcein in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst,  
aliquotiert und lichtgeschützt bei -20 C° gelagert. Nach jedem Organkulturversuch wurde ein 
Calcein-Test durchgeführt, um die Viabilität der RPE-Zellen zu beurteilen. Hierzu wurden 4 
μl Calcein je ml Organkulturmedium zugegeben. Die Ringe der Perfusionskammer wurden 
mit 2 ml Calcein-Organkulturmedium Lösung behandelt. Anschließend wurde die 
Mikrotiterplatte mit den Ringen in einem Brutschranke bei 37 C°, 5% CO2 und gesättigtem 
Wasserdampf für 20 Minuten inkubiert. Danach wurden die Ansätze zweimal mit Phosphat-
gepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Schließlich wurde vorgewärmtes 
Organkulturmedium zugegeben, um das Überleben der Zellen während des Mikroskopierens 
 29 
zu sichern. Die Viabilität der Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop unter 
Blaufilterlicht beurteilt und dokumentiert. Die Bilder wurden mit dem Softwareprogramm 
AxioCam MRc 5 (Zeiss) digitalisiert.  
 
2.2.4 Statistik 
Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt. Die abgebildeten 
Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen der durchgeführten 
Experimente. Die Daten wurden mit dem Student´s-t-Test verglichen, wobei eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als statistisch signifikant angesehen wurde. Alle 
Berechnungen wurden mit Microsoft Office Excel durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Calcein-Färbung 
Mit der Calcein-Färbung wurde nach jedem Versuch die Viabilität der RPE-Zellen untersucht. 
Diese Überprüfung der Zellviabilität sollte sicherstellen, dass eine abnehmende VEGF-
Konzentration nicht durch abgestorbene Zellen verursacht wurde, sondern durch die VEGF-
Inhibitoren. In allen Versuchen zeigten nahezu alle Zellen eine grüne Fluoreszenz als Zeichen 
der Umsetzung des Calcein-AM durch aktive Esterasen in Chelatkomplexe aus Calcein und 
Calcium-Ionen. 
Die grüne Fluoreszenz der RPE-Zellen war im Mikroskop gut beurteilbar. Sowohl bei den 24-
stündigen Verdünnungsversuchen als auch bei den Zeitreihen (maximal 7 Tage) zeigten 
Versuchsansätze im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede bezüglich der 
Zellviabilität. 
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A                                                                           B 
C                                                                           D 
Abb. 3: Calcein-Färbung: Beispielaufnahmen der Kontrolle und der Ansätze mit VEGF-Inhibitoren. 
(Aufnahmen in 20-facher Vergrößerung, durchgeführt jeweils am 7. Tag nach der Stimulation) 
Die Calcein-Färbung überprüft die Viabilität der RPE-Zellen. Grün fluoreszierende Zellen sind viabel. 
Abgestorbene Zellen nehmen kein Calcein auf und sind als schwarze Punkte (roter Pfeil) zu erkennen. 
A. Kontrolle, B. Bevacizumab, C. Ranibizumab, D. Aflibercept 
 
 
 
 
3.2 Minimal wirksame Konzentrationen der VEGF-Inhibitoren 
In dieser Versuchsreihe wurden die minimalen Konzentrationen von Aflibercept, 
Ranibizumab und Bevacizumab für eine erfolgreiche Inhibition von VEGF im Überstand der 
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Choroidea/RPE-Zellen untersucht. Dazu wurde eine Verdünnungsreihe ausgehend von 62,5 
μg/ml VEGF-Inhibitor getestet. Die Überstände wurden 0 und 6 Stunden nach der Stimulation 
gesammelt. 
Nach 6 Stunden inhibierten die drei verwendeten VEGF-Inhibitoren die VEGF-Freisetzung 
bis zu einer Konzentration von 3,9 μg/ml vollständig. Die minimal notwendige Konzentration 
von Aflibercept für eine vollständige und statistisch signifikante (im Vergleich zur Kontrolle) 
Inhibition der VEGF-Freisetzung betrug 0,031 μg/ml. Die Konzentration 0,015 μg/ml (38,8 ± 
33,8 pg/ml VEGF) und 0,0076 μg/ml (102,6 ± 43,8 pg/ml) ergaben dagegen keine statistisch 
signifikanten Unterschiede zur Kontrolle (Abb. 4 A). 
In den Ansätzen mit Ranibizumab konnte mit Ausnahme einer geringen VEGF-Menge bei 
einer Konzentration von 1,95 μg/ml (3,9 ± 6,7 pg/ml) eine vollständige Inhibition der VEGF-
Freisetzung bis zu einer Konzentration von 0,244 μg/ml erreicht werden. Ab einer 
Konzentration von 0,122 μg/ml war VEGF im Überstand (19,4 ± 17,3 pg/ml) nachweisbar. 
Verglichen mit der Kontrolle konnte Ranibizumab die VEGF-Freisetzung einschließlich einer 
Konzentration von 0,031 μg/ml (0,061 μg/ml, 11,1 ± 14,5 pg/ml; 0,031 μg/ml, 37,1 ± 1,9 
pg/ml) signifikant inhibieren, bei niedrigeren Konzentrationen (0,015 μg/ml, 48,5 ± 13,2 
pg/ml; and 0,0076 μg/ml, 40,7 ± 14,5 pg/ml) war der Unterschied nicht mehr signifikant 
(Abb. 4 B).  
Dagegen zeigte Bevacizumab eine weniger ausgeprägte Inhibition der VEGF-Freisetzung. Ab 
einer Konzentration von 1,95 μg/ml konnte VEGF in den Überständen detektiert werden (11,9 
± 20,7 pg/ml). Die Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle waren bis zu einer Konzentration 
von 0,244 μg/ml (39,9 ± 9,9 pg/ml) und nochmals bei der Konzentration 0,061 μg/ml (70,5 ± 
29,3) signifikant (Abb. 4 C).  
Zum Vergleich der Potenz der drei Inhibitoren wurde die VEGF-Inhibition in % der 
unbehandelten Kontrolle gegen die Wirkstoff-Konzentration aufgetragen (Abb. 5). Ein 
statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der Wirksamkeit bestand zwischen 
Aflibercept und Ranibizumab bei einer Konzentration von 0,031 μg/ml (p <0,001). 
Ranibizumab und Aflibercept waren signifikant wirksamer als Bevacizumab (Aflibercept: 
0,244 μg/ml p<0,01; 0,122 μg/ml p<0,01; 0,061 μg/ml p<0,01; 0,031 μg/ml p<0,05; 
Ranibizumab 0,244 μg/ml p<0,01; 0,122 μg/ml p<0,05; 0,061 μg/ml p<0,01). 
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Abb. 4: Minimale Konzentration für die Inhibition der VEGF-Freisetzung nach sechs Stunden (94) 
Organkulturen wurden mit VEGF-Inhibitoren behandelt. Die VEGF-Konzentration wurden in den 
Überständen nach sechs Stunden bestimmt. A. Aflibercept zeigte eine komplette und statistisch 
signifikante (Vergleich zur Kontrolle) Inhibition der VEGF-Freisetzung bis zu einer Konzentration 
von 0,031 μg/ml. B. Ranibizumab zeigte eine vollständige Inhibition der VEGF-Freisetzung 
(Ausnahme: Nachweis einer geringen VEGF-Menge bei 1,95 μg/ml) bis zu einer Konzentration von 
0,244 μg/ml. Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle bestanden bis 
einschließlich 0,061 μg/ml. C. Bei Bevacizumab konnte ab einer Konzentration von 1,95 μg/ml im 
Überstand VEGF detektiert werden. Jedoch war die nachgewiesene VEGF-Konzentration (verglichen 
mit der Kontrolle) bis 0,244 μg/ml und nochmal bei 0,061 μg/ml statistisch signifikant.  
Students t-test: “+” p<0,05; “++” p<0,01, “+++” p<0,001
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Abb. 5: Vergleich der Potenz der drei Anti-VEGF-Präparate. Logarithmische Darstellung der 
prozentualen Inhibition der VEGF-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle (94) 
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3.3 Dauer der VEGF-Inhibition  
In dieser Versuchsreihe wurden die drei Anti-VEGF-Präparate in klinisch relevanten 
Konzentrationen auf die Organkultur gegeben und die VEGF-Konzentration im Überstand zu 
definierten Zeitpunkten (2, 4, 6, 12, 14, 16, 18, 24 Stunden, 2 bis 7 Tage) untersucht. 
Aflibercept wurde in den Konzentrationen 0,5 mg/ml und 0,125 mg/ml eingesetzt, 
Bevacizumab und Ranibizumab wurden in einer Konzentration von 0,125 mg/ml getestet. 
Jeder Versuch wurde mindestens dreimal durchgeführt. Alle drei Präparate waren in einer 
Konzentration von 0,125 mg/ml in der Lage das VEGF im Überstand bis zu 24 Stunden 
vollständig zu blockieren. Ab 48 Stunden Inkubation unterschied sich die Wirksamkeit der 
Präparate.  
Aflibercept zeigte eine signifikante Inhibition der VEGF-Freisetzung bis zu 5 Tagen, ab 
diesem Zeitpunkt konnte geringe Mengen an VEGF nachgewiesen werden (6 Tage: 6,9 ± 15,0 
pg/ml), (7 Tage: 38,6 ± 25,0 pg/ml). Ranibizumab erzielte eine signifikante VEGF-Inhibition 
bis 72 Stunden (29,2 ± 5,7 pg/ml) bei einer kompletten Inhibition bis 48 Stunden. In den 
Ansätzen mit Bevacizumab war VEGF bereits 12 Stunden nach der Stimulation detektierbar 
(5,5 ± 9,4 pg/ ml). Der Wirkstoff verlor sein Inhibitionspotential ab 48 Stunden (33,4 ± 31,4 
pg/ml), wobei im Vergleich zur Kontrolle signifikante Unterschiede bis zu 4 Tagen bestanden 
(91,1 ± 9,3 pg/ml). Aflibercept zeigte einen signifikant stärkeren Effekt als Ranibizumab nach 
72 Stunden, 4 Tagen, 5 Tagen, 6 Tagen (alle p<0,001) und 7 Tagen (p<0,01) und war 
signifikant effektiver als Bevacizumab nach 14 Stunden (p<0,05), 48 Stunden (p<0,05), 72 
Stunden (p<0,001), 4 Tagen (p<0,001), 5 Tagen (p<0,001), 6 Tagen (p<0,001) und 7 Tagen 
(p<0,001). 
Zusätzlich wurde in dieser Versuchsreihe Aflibercept in einer Konzentration von 500 μg/ml 
getestet. Dies entspricht der klinisch eingesetzten Konzentration. Der erzielte Effekt war 
vergleichbar mit den Ansätzen mit 125 μg/ml Aflibercept. An 5 Tagen war kein VEGF 
detektierbar, am sechsten (6,2 ± 15,3 pg/ml) und siebten Tag (11,2 ± 25,0 pg/ml) traten 
geringe Mengen VEGF auf. Zu allen Zeitpunkten bestand ein signifikanter Unterschied im 
Vergleich zur Kontrolle. 
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Abb. 6: VEGF-Langzeit-Inhibition durch Aflibercept, Ranibizumab und Bevacizumab (125 μg/ml). 
(94)  
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4 Diskussion 
Die feuchte Form der AMD ist eine belastende Erkrankung für ältere Menschen, die bei 
einem progredienten Verlauf zur Erblindung führen kann.  (95) Die intravitreale Applikation 
von VEGF-Antagonisten gilt aktuell als Goldstandard für die Behandlung der feuchten Form 
der AMD. In der vergangenen Dekade wurde eine Reihe von Anti-VEGF-Präparaten 
entwickelt, um einer Progredienz dieser Erkrankung und einer möglichen Erblindung 
vorzubeugen. (96) Aktuell sehen sich die Ophthalmologen mit der Frage konfrontiert, 
welches dieser Präparate am effizientesten und am risikoärmsten ist. Zusätzlich spielen auch 
ökonomische Aspekte bei der Wahl der Medikamente eine Rolle. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die zurzeit am häufigsten eingesetzten VEGF-
Inhibitoren, Bevacizumab, Ranibizumab und Aflibercept, hinsichtlich ihrer Effizienz und 
Wirkdauer in einem in vitro Organkultursystem zu testen. (91) Das verwendete RPE-
Aderhautsystem wurde 2010 von Miura et al. entwickelt und als Testsystem für die VEGF-
Inhibition etabliert. (92, 97) Klettner et al. verwendeten das Modell, um die VEGF-Inhibition 
durch Ranibizumab, Bevacizumab und Pegabtanib zu vergleichen.  
Bislang gibt es keine direkten Experimente mit diesem in vitro Organkulturmodells, in denen 
Aflibercept, Bevacizumab und Ranibizumab verglichen wurden. Die bis dato durchgeführten 
Experimente erfolgten meistens in Zellkultursystemen, in denen die VEGF-Sekretion von 
RPE-Zellen bestimmt wurden. Die Zellkulturmodelle enthalten ausschließlich RPE-Zellen, so 
dass potentiell existierende regulative Faktoren der umliegenden Gewebe wegfallen. (92) 
RPE-Zellen stehen jedoch, wie in der Einleitung beschrieben, in engem Austausch mit der 
Choroidea. RPE-Zellen versorgen die Photorezeptoren über die Kapillarfenestrierungen der 
Choriokapillaris mit Sauerstoff. VEGF dient als Schlüsselmolekül bei der Bildung dieser 
Kapillarstrukturen. In Zellkulturversuchen können diese umliegenden Strukturen nicht 
mitberücksichtigt werden. Weiter schüttet auch die Choroidea VEGF aus. (34, 98) Im 
Gegensatz zu anderen Zellkultursystemen bietet das Organkultursystem den Vorteil, dass es 
durch die Zusammensetzung aus RPE/Choroideagewebe ein funktionelles System darstellt, 
bei dem der kontinuierliche Strom des Organkulturmediums durch die Perfusionskammern 
eine realitätsnahe in vivo Gegebenheit simuliert und eine genauere Bestimmung des VEGF 
ermöglicht. (99) 
In der vorliegenden Arbeit wurden zur Gewinnung des RPE/Choroidea-Gewebe 
Organkulturen vom Schwein verwendet. Unter den Nicht-Primatenaugen weist das 
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Schweineauge die größte anatomische und physiologische Ähnlichkeit zum menschlichen 
Auge auf. Nicht nur die Morphologie und die Größe des menschlichen Auges sind 
vergleichbar mit dem Schweineauge, sondern auch die retinale sowie choroideale 
Blutversorgung sind in beiden Spezies sehr ähnlich. (99, 100) Die Größenähnlichkeit 
erleichtert die chirurgischen Handgriffe während der Präparation und erlaubt die Verwendung 
eines normalen chirurgischen Präparationsbesteckes. (100) Das Mausmodell dagegen ist zur 
Bestimmung der VEGF-Inhibition ungeeignet, da Bevacizumab und Ranibizumab Maus-
VEGF nur unzureichend binden. (101) 
Histologisch besteht die Retina beim Schwein und beim Menschen aus zehn Schichten 
vergleichbarer Schichtdicke. Da porcine und humane RPE-Zellen die gleichen Funktionen 
besitzen, (102) sollte sich auch die VEGF-Sekretion unter physiologischen sowie 
pathologischen Bedingungen entsprechen. Daher sind die mit dem porcinen System 
erhobenen Ergebnisse zur anti-VEGF-Therapie potentiell auch von klinischer Relevanz.  
Die Verwendung von genetisch unterschiedlichen Schweineaugen mit potentiell 
unterschiedlichen VEGF-Sekretionen spiegelt die in vivo Situation in der Klinik besser wider 
als der Einsatz von Inzucht-Mausstämmen oder von Zellen aus einer genetisch identischen 
Zellreihe. 
Dennoch muss die Übertragbarkeit auf Menschenaugen der an Tiermodellen erzielten 
Studienergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden. (99) Die Ergebnisse des in dieser Arbeit 
verwendeten porcinen Organkulturmodells korrespondieren jedoch gut mit den an 
menschlichen Zellen veröffentlichten Daten. (99) 
Bei den in dieser Dissertation durchgeführten Experimenten sollten drei VEGF-Inhibitoren 
hinsichtlich ihrer Effizienz miteinander verglichen werden. Dazu wurde die Dauer der VEGF-
Inhibition in klinisch relevanter Konzentration und die minimale Konzentration für eine 
vollständige Inhibition der VEGF-Freisetzung bestimmt.  
Bei den Versuchen zur Bestimmung der minimalen Anti-VEGF-Präparat-Konzentration zur 
vollständigen Inhibition des ausgeschütteten VEGF-A wurden die Überstände 6 Stunden nach 
Zugabe der Inhibitoren in die Perfusionskammern gesammelt und ausgewertet. Bevacizumab 
neutralisierte das ausgeschüttete VEGF bis zu einer Konzentration von 3,9 μg/ml vollständig. 
Ranibizumab dagegen bis zu einer Konzentration von 0,244 μg/ml. Aflibercept erweis sich als 
der potenteste Wirkstoff, er blockierte VEGF bis zu einer Konzentration von 0,031 μg/ml. 
Demnach war Aflibercept gegenüber Ranibizumab und Bevacizumab eindeutig überlegen, 
wobei Bevacizumab am schlechtesten abschnitt.  
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Um das klinisch positive Affektprofil von Aflibercept besser zu verstehen, ist ein kurzer 
Überblick über die Angiogenese und der Beteiligung von VEGF essentiell.  
Die Angiogenese ist ein komplexer Prozess, bei dem aus bestehenden Blutgefäßen neue 
entstehen. Sie spielt beispielsweise im Wundheilungsprozess bei Erwachsenen eine 
entscheidende Rolle. Im pathologischen Kontext ist die Angiogenese ein wichtiges 
Kennzeichen vieler Tumoren sowie der feuchten Form der AMD. (103, 104, 105) Pro-
angiogenetische Faktoren wie VEGF spielen bei der Angiogenese eine Schlüsselrolle. Im 
humanen System besteht die VEGF-Familie aus VEGF A, B, C, D sowie PlGF. (43, 106)  
VEGF-B und PlGF spielen im Gegensatz zu VEGF-A für die physiologische Angiogenese 
keine Rolle. Im pathologischen Kontext sind dagegen VEGF-B, PlDF und VEGF-A von 
Bedeutung. (83, 97, 107, 108) VEGF-C und D binden mit hoher Affinität an den VEGFR-3, 
der an der Oberfläche von Lymphgefäße lokalisiert ist und an der Lymphangiogenese beteiligt 
ist. (109) Bereits 2003 wiesen Rakic et al. nach, dass nicht nur der VEGF-A, B sondern auch 
Placental derived Growth Factor (PlGF) bei der pathologischen Gefäßneubildung der CNV 
eine Rolle spielt. (110)  
Die biologische bzw. pharmakologische Aktivität der VEGF-Inhibitoren wurde in zahlreichen 
Studien kontrovers diskutiert. Laut Papadopoulos et al. weist Aflibercept im Gegensatz zu 
Ranibizumab und Bevacizumab nicht nur eine höhere Bindungsaffinität für VEGF-A 
Rezeptoren auf, sondern auch gegenüber VEGF-B und PlGF. Die Autoren hielten diese breite 
Wirkung für die Ursache der besseren Wirksamkeit von Aflibercept gegenüber den restlichen 
Anti-VEGF-Präparaten. (83) Papadopoulos et al. bestimmten die pharmakologischen 
Eigenschaften von Bevacizumab, Ranibizumab und Aflibercept unter in vitro Bedingungen 
und verwendeten verschiedene humane, murine sowie cuniculare VEGF-Isoformen und 
Rezeptoren. Sie erfassten die Wechselwirkungen zwischen dem VEGF-Liganden und den 
VEGF-Inhibitoren mit Hilfe der Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie. Über 
unterschiedliche VEGF-Liganden-Konzentrationen bestimmten sie die Dissoziations- (Kd) 
und Assoziationsgeschwindigkeitskonstante (Ka) von Bevacizumab, Ranibizumab und 
Aflibercept. Weiter verwenden sie den KineXa Gleichgewichtstest zur Bestimmung der 
Dissoziationskonstante der einzelnen Präparate.  
Auch Yu et al. bestimmten die pharmakologischen Eigenschaften von VEGF-Inhibitoren 
anhand Zellkulturen und eines bovinen retinalen mikrovaskulären Endothelzell-
Proliferationsassays (BREC) und fanden im Vergleich zu Papadopoulos et al. teilweise 
unterschiedliche Ergebnisse. Während die Experimente von Papadopoulos et al. auf eine sehr 
niedrige Dissoziationskonstante des Aflibercept hinwiesen und seine Bindungsaffinität zu 
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VEGF-165-Isoform im Vergleich zu den Ranibizumab- bzw. Bevacizumab-Werten um den 
Faktor 77 bzw. 256-fach höher lagen, fanden Yu et al für Aflibercept und Ranibizumab 
ähnliche Bindungsaffinitäten. Beide Präparate zeigten eine stärkere Wirkung als 
Bevacizumab. (83, 85) Bemerkenswert ist, dass beide Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen 
Ligandenkonzentrationen gearbeitet haben, was möglicherweise die diskrepanten Ergebnisse 
erklären könnte. Des Weiteren sind in vitro Bedingungen nicht uneingeschränkt auf eine in 
vivo Situation übertragbar. Keiner der beiden Arbeitsgruppen untersuchte die VEGF-
Inhibition in ein ophthalmologisch relevantem System. Außerdem waren die verwendeten 
VEGFs von unterschiedlicher Herkunft (human, murin, bovin etc.), was die Ergebnisse 
ebenfalls beeinflusst haben könnte. 
Aus den vorliegenden Ergebnissen bezüglich der minimal wirksamen Konzentration geht 
ebenfalls hervor, dass die biologischen Effektivität von Aflibercept als besser einzuordnen ist, 
als die von Ranibizumab und Bevacizumab, wobei Letzteres am schlechtesten abschnitt. 
Wenn Aflibercept auch in geringen Konzentrationen wirksam ist, können im Augen nach 
weitgehender Elimination auch Restmengen wirksam sein und der feuchten AMD 
entgegenwirken. 
Die VEGF-Inhibition dauerte beim Einsatz klinisch relevanter Konzentrationen der anti-
VEGF-Präparate bis zu 7 Tage. Bevacizumab zeigte die schlechteste Langzeitwirkung (24 
Stunden), gefolgt von Ranibizumab (48 Stunden) und Aflibercept (5 Tage vollständige 
Inhibition, nach 6 Tagen geringe VEGF-Mengen nachweisbar). Dabei sollte erwähnt werden, 
dass in dem Organkulturmodell nach einmaliger Applikation der Anti-VEGF-Präparate, diese 
durch den stetigen Zu- und Abfluss des Organkulturmediums langsam ausgewaschen werden. 
Dies unterstreicht die hohe Potenz des Aflibercept, da bereits geringe Mengen suffizient 
waren, um das synthetisierte VEGF für 5 Tage erfolgreich zu blockieren. Fraglich bleibt 
jedoch, ob sich die ausgeprägte Potenz von Aflibercept auch in klinischen Studien 
wiederfinden lässt.  
Mit der offiziellen Zulassung von Aflibercept – durch die FDA im November 2011 – wurden 
eine Reihe von patientenorientierten Studien erfasst. Hierbei wurden Patienten mit der 
feuchten Form der AMD, die vorher mit Ranibizumab und Bevacizumab behandelt worden 
waren, mit Aflibercept behandelt. Diesen Studien zufolge erwies sich die intravitreale 
Injektion des Aflibercept insbesondere bei therapierefraktären Patienten, die eine Tachyplaxie 
gegenüber Ranibizumab und Bevacizumab entwickelt hatten, als wirksam. (111) Die 
intravitrealen Applikationsabstände konnten verlängert werden, ohne dass es zu einer 
Progredienz des Visusverlustes kam. (112, 113, 114) 
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Neuere retrospektive und prospektive klinische Vergleichsstudien zwischen  Ranibizumab 
und Aflibercept weisen auf die bessere Effizienz und Verbesserung der Visus unter 
Aflibercept hin. (115, 116, 117) In den VIEW-1 und -2-Studien wurden Aflibercept und 
Ranibizumab an AMD erkrankten Patienten über 96 Wochen verglichen. Aflibercept erwies 
sich mit ähnlichen Sehschärfeergebnissen als vergleichbar effektiv wie Ranibizumab, wobei 
durchschnittlich fünf intravitreale Injektionen pro Jahr weniger notwendig waren. (90, 118) 
Die Ergebnisse dieser klinischen Studien stehen im Einklang mit den Resultaten der 
vorliegenden Arbeit. Aflibercept konnte in dem verwendeten Modell die VEGF-Ausschüttung 
mehr als doppelt so lange Zeitraum inhibieren wie Ranibizumab, was gut zur möglichen 
Prolongation der intravitrealen Applikationsabstände im klinischen Setting passt. 
Im Vergleich zwischen Ranibizumab und Bevacizumab konnte Ranibizumab die VEGF-
Ausschüttung über einen längeren Zeitraum inhibieren als Bevacizumab. Laut CATT 
Studiengruppe (Comparison of Age-related macular Degeneration Treatments Trials) zeigen 
Ranibizumab und Bevacizumab dagegen eine ähnliche Wirksamkeit. (119) Bereits 2008 
beschrieben Klettner et al. im gleichen Organkulturmodell eine ähnliche Potenz von 
Ranibizumab und Bevacizumab. (97) Die Effizienz von Aflibercept übertrifft jedoch den 
Effekt beider Anti-VEGF-Präparate eindeutig. 
Da zur Behandlung der feuchten Form der AMD die anti-VEGF-Medikamente über einen 
längeren Zeitraum eingesetzt werden, stellt sich die Frage nach möglichen Nebenwirkungen 
und Schäden für das Auge. Die Choriokapillaris ist für etwa zwei Drittel der Blutversorgung 
der Retina (einschließlich der Photorezeptoren) verantwortlich. VEGF spielt auch in der 
physiologischen Angiogenese eine wichtige Rolle. Eine Beeinträchtigung der Choriokapillaris 
durch eine VEGF-Inhibition könnte auf lange Sicht zu einer Minderversorgung der Retina 
und somit zu einer Atrophie und zu einem Visusverlust führen. (120) Die potentiellen 
negativen Folgen einer langfristigen VEGF-Inhibierung wurden bereits in zahlreichen Studien 
untersucht. Um die physiologische VEGF-Aktivität in der Retina/Choriokapillaris des 
Erwachsenen sowie die Folgen einer VEGF-Deletion an den RPE-Zellen zu untersuchen, 
deletierte die Forschungsgruppe um Kurihara et al. mittels Cre/loxP Technologie das VEGF-
A Allel in Mäusen. Elektronenretinographische Analysen belegen, dass diese VEGF-A-
Inaktivierung innerhalb von drei Tagen zu erheblichen retinalen Dysfunktionen, insbesondere 
im Bereich der Zapfen, die beim Menschen für das scharfe Sehen in der zentralen Retina 
verantwortlich sind, führte. Die Dysfunktion der Zapfen-Photorezeptoren nach der VEGF-A-
Inaktivierung dauerte mindestens 7 Monate an. Demnach ist eine VEGF-Ausschüttung durch 
RPE-Zellen essenziell für die Aufrechterhaltung der Choriokapillaren und der Zapfen-
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Photorezeptoren. (120) Auch St. Geniez et al. berichteten von einer geographischen Atrophie 
und Visusminderung nach VEGF-Inaktivierung in Mäusen. (121) In den Experimenten 
wurden Mäuse verwendet, die nur die VEGF-188-Isoform (nichtlösliche Isoform) 
exprimierten. Im Alter von 7 Monaten zeichnete sich in den Mäusen eine fortschreitende 
Degeneration der Choriokapillaren (Atrophie, Dysfunktionen der RPE und Bruch´schen 
Membran, Photorezeptorapoptose) ab. Die Autoren führten die Experimente in Abwesenheit 
der löslichen VEGF-Isoformen durch, da diese Isoformen durch die Bruch’sche Membran 
diffundieren und bei der Bildung der Choriokapillaren eine wichtige Rolle spielen. (121) Ford 
et al. fanden, dass eine verlängerte VEGF-Neutralisation mit Bevacizumab unter in vitro 
Bedingungen im murinen System eine Apoptose der Photorezeptorenaußensegmente sowie 
Reduktion der Choriokapillarfenestrierungen zur Folge hatte. (122) 
Experimentelle Daten bezüglich der möglichen Nebenwirkungsprofile sind aber auch 
kontrovers. Laut Ueno et al. hat eine VEGF-Inhibierung bis zu 7 Monaten in 
Tet/IRBP/sVEGFR1Fc Mäusen keinen negativen Einfluss auf retinale Strukturen und somit 
auch nicht auf die Photorezeptoren und auf den Visus. (123) 
Auch diverse klinische Studien wiesen bereits auf mögliche Nebenwirkungen der Anti-
VEGF-Präparate bei langjährigem Einsatz hin. In der ANCHOR-Studie wurde die klinische 
Effizienz von Ranibizumab anhand der Sehschärfe sowie den anatomischen Begebenheiten in 
den behandelten Augen mittels OCT (optische Koherenztomographie) nachgewiesen. Trotz 
erster Erfolge kam es bei einigen Patienten zu einer Makulaatrophie und 
Visusverschlechterung (9% der MARINA und 10% der ANCHOR). (124) 
In der SEVEN-UP Studie, einer Folgeanalyse Studie der ANCHOR- und MARINA-Studien, 
zeigte 98 % der Patienten, die 7 Jahre lang eine Anti-VEGF-Therapie (Ranibizumab) 
erhielten, eine Progression der Makulaatrophie. (125) 
Klettner et al. überprüften die drei Anti-VEGF-Präparate auf ihre Toxizität, auf die 
Phagozytose durch RPE sowie auf ihren Einfluss auf die Wundheilung. Aflibercept (125 
μg/ml, 500 μg/ml) erwies sich als nicht toxisch, wurde aber von den RPE-Zellen 
aufgenommen, hatte aber einen negativen Einfluss auf die Phagozytose der RPE-Zellen und 
verlangsamte den Wundheilungsverlauf (126) Die Phagozytose spielt bei der 
Aufrechterhaltung des Sehvermögens durch Abstoßung von Photorezeptoren und deren 
Abbau in den RPE-Zellen eine wichtige Rolle.  (127) Die Folgen einer defekten Phagozytose 
der RPE-Zellen in RCS-Ratten (Royal College of Surgeons) waren eine progressive 
Retinadegeneration und ein zunehmender Visusverlust. (128) 
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Laut Ranjbar et al. beeinflusst die intrazelluläre Aufnahme von Aflibercept und Bevacizumab 
den intrazellulären VEGF-A-Mechanismus in RPE-Zellen, wobei Bevacizumab aufgrund 
seiner möglichen Interaktion mit dem Fc-Rezeptor im Falle einer oxidativen Stresssituation 
einen besseren Schutzmechanismus bietet als Aflibercept. (129) Insgesamt sollte gerade 
wegen der hohen Effizienz des Aflibercept, ein klinischer Einsatz engmaschig kontrolliert 
werden, um mögliche Nebenwirkungsprofile des Präparats rechtzeitig zu erkennen. 
Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse mit dem Organkulturmodell, dass 
Aflibercept eine gute Alternative zu Ranibizumab und Bevacizumab sein kann und sich in 
seinem Wirkungsprofil als effizienter darstellt. Die Ergebnisse dieses in vitro Modells stehen 
mit den Ergebnissen von Untersuchungen zu den pharmakokinetischen Eigenschaften des 
Aflibercept in Einklang. Insbesondere die erhöhte VEGF-Inhibierung über einen längeren 
Zeitraum durch klinische Konzentration spricht für die Effektivität von Aflibercept. Die 
dadurch mögliche Verlängerung der intravitrealen Injektionsabstände könnte die 
Patientenzufriedenheit und -compliance erhöhen.  
Auf der anderen Seite muss betont werden, dass die besseren pharmakokinetischen 
Eigenschaften (stärkeren Bindungsaffinität zu VEGF-Subgruppen) von Aflibercept auch 
nachteilig sein kann. Besorgniserregend sind die möglichen Nebenwirkungen des Aflibercept 
(und auch der Ranibizumab und Bevacizumab). Dazu zählen Schädigungen an den RPE 
Zellen und eine daraus resultierende Photorezeptoratrophie. Differenziert werden müssen 
dabei die Nebenwirkungsursachen der Anti-VEGF-Präparate, denn trotz einer VEGF-
Blockierung ist es möglich, dass die Makulaatrophie aufgrund der Grunderkrankung und 
nicht aufgrund der Nebenwirkungen einer Anti-VEGF-Medikation fortschreitet. Die bis dato 
durchgeführten Untersuchungen zur Behandlung der feuchten Form der AMD zielen 
mehrheitlich auf die Inhibierung der Angiogenese ab. Die fehlende Selektierbarkeit zwischen 
der Beeinflussung der gesunden und pathologischen Angiogenese kann zu 
besorgniserregenden Nebenwirkungen führen. Nur wenige Ansätze konnten selektiv die 
pathologische Angiogenese an der Retina der Mäuse hemmen. Eine Substanz mit derartigen 
Eigenschaften wurde unter dem Namen Combretastatin-A4 von Griggs et al. 2002 
beschrieben. (130) Dieser Forschungsansatz ist hinsichtlich der Minimierung des 
Nebenwirkungsprofils vielversprechend. 
Um das Nutzen-Risiko-Profil von Aflibercept und der übrigen Anti-VEGF Präparate genauer 
zu eruieren, sind zudem engmaschig geführte, patientenorientierte Langzeitstudien und 
Erfahrungswerte unumgänglich.  
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5 Zusammenfassung 
Die feuchte exsudative Form der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) ist die häufigste 
Erblindungsursache in der westlichen Welt. Im Rahmen des Pathomechanismus dieser 
Erkrankung spielt der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) eine zentrale Rolle. 
Durch eine erhöhte Ausschüttung von VEGF durch das RPE kommt es zum Auswachsen von 
Kapillargefäßen. Diese choroideale Neovaskularisation (CNV) führt im Endstadium zum 
zentralen Visusverlust. Bei der Behandlung der CNV im Rahmen der AMD ist die 
pharmakologische Neutralisierung der erhöhten VEGF-Konzentration die Methode der ersten 
Wahl. Aktuell werden in der Klinik die drei anti-VEGF Präparate Bevacizumab, Ranibizumab 
und Aflibercept verwendet. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit der VEGF-Inhibitoren in einem in vitro 
Organkulturmodell verglichen. Hierzu wurden RPE/Choroidea-Organkulturen aus frisch 
geschlachteten Schweinen verwendet. In den Überständen der Organkulturen wurde nach 
einer Behandlung mit 125 μg/ml Bevacizumab, Ranibizumab und Aflibercept für sieben Tage 
die VEGF-Konzentration analysiert. Zusätzlich wurde die minimale Konzentration der drei 
Medikamente bestimmt, mit der sich das ausgeschüttete VEGF sechs Stunden inhibieren lässt.  
Nach einer einmaligen Gabe von 125 μg/ml Aflibercept konnte VEGF erst nach sechs Tagen 
im Überstand der RPE-Zellen gemessen werden. Im Gegensatz dazu wurde nach einer 
Behandlung mit Ranibizumab bzw. Bevacizumab bereits nach 72 Stunden bzw. 12 Stunden 
VEGF im Überstand detektiert. Die minimalen Konzentrationen für eine erfolgreiche 
Inhibition des ausgeschütteten VEGF betrugen für Aflibercept 0,031 μg/ml, für Ranibizumab 
0,244 μg/ml und für Bevacizumab 3,9 μg/ml. 
Damit zeigte Aflibercept im Vergleich zu Ranibizumab und Bevacizumab in dem 
verwendeten in vitro Organkulturmodell eine höhere Effizienz bei der VEGF-Inhibition. 
Übertragen auf die humane Situation erwies sich Aflibercept damit als potentes anti-VEGF-
Präparat zur Behandlung der feuchten Form der AMD. Aufgrund der lang anhaltenden 
Wirksamkeit könnten die intravitrealen Injektionsabstände verlängert werden. 
Möglicherweise ist der Einsatz von Aflibercept aufgrund von potentiellen Nebenwirkungen 
wie eine geographische Atrophie des Auges aber limitiert. Daher sind klinische Studien zur 
Analyse des Langzeitverlaufes notwendig.  
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